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基于 SCAR 标记 扩 术 的 丽 蚜 小 蜂 快 速 识 别 
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摘要 : 丽 蚜 小 蜂 Encarsia formosa Gahan 作为 温室 粉 乱 Trialeurodes vaporariorum Westwood 和 烟 粉 我 Bemisia tabaci 
( Gennadius) 等 粉 乱 类 害虫 的 优势 寄生 蜂 而 备 受 关注 。 针 对 丽 蚜 小 蜂 体型 微小 , 难以 与 其 他 同 域 近 缘 种 寄生 蜂 快 
速 、 准 确 区 别 的 问题 , 本 研究 采用 SCAR (sequence characterized amplified region ,特异 性 扩 增 区 域 ) 标 记 技 术 ， 人 筛选 
出 一 对 丽 蚜 小 蜂 特 征 片 段 扩 增 引 物 (EFZZFAEFZZR), 其 扩 增 片段 的 大 小 为 287 bp。 种 特异 性 检验 结果 表明 , 该 对 
引物 只 对 丽 蚜 小 蜂 的 基因 组 DNA 具有 扩 增 能 力 , 对 其 近 缘 种 属 寄生 蜂 如 浅黄 恩 蚜 小 蜂 Encarsia sophia. (Girault & 
Dodd)、 海 氏 桨 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus hayati Zolnerowich & Rose、 本 地 未 知 种 奖 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus sp... 2€ RA 
小 蜂 Eretmocerus mundus Mercet、 刺 粉 乱 黑 蜂 Amitus hesperidum Silvertri 不 具有 扩 增 效果 , 对 丽 蚜 小 蜂 的 寄主 包括 不 
同 生物 型 (B 型 、Q 型 、ZHJ-1 型 和 ZHJ-2 型 ) 的 烟 粉 乔 、 温 室 粉 乱 以 及 我 国 最 常见 的 黑 刺 粉 乔 Aleurocanthus 
spiniferus ( Quaintanca) 等 亦 不 具有 扩 增 能 力 。 同 时 , 该 检测 技术 灵敏 度 高 ,对 成 虫 的 最 低 检 出 半 值 为 7.812 ng/ pL 
《相当 于 1/1 600 头 成 虫 ) 。 研 究 结 果 对 丽 蚜 小 蜂 的 种 类 识别 、 寄 主 谱 的 确定 及 其 有 效 利 用 具有 重要 意义 。 
关键 词 : 丽 蚜 小 蜂 ; 烟 粉 乱 ; 快速 识别 ; 分 子 鉴 别 ; SCAR 标记 ; T9230 [S] f. 
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SCAR marker for rapid identification of Encarsia formosa Gahan 
( Hymenoptera: Aphelinidae ) 
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Agriculture, Guangxi University, Nanning 530001, China; 2. State Key Laboratory for Biology of Plant 
Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract: Encarsia formosa Gahan ( Hymenoptera: Aphelinidae) is the dominant parasitoid of important 
whitefly species, such as Trialeurodes vaporariorum Westwood and Bemisia tabaci ( Gennadius). Most of 
the Aphelinidae species are small and morphologically similar, and this makes them hard to be identified 
accurately. In this study, a pair of SCAR ( sequence characterized amplified region) primers ( EFZZF/ 
EFZZR) which are specific to En. formosa was developed by using other five common Aphelinidae 
species and four biotypes of B. tabaci as the control. The fragment amplified by these primer pairs was 
287 bp in length. Species specificity test showed that all En. formosa specimens were detected with no 
cross reactions with other aphelinid species, including En. sophia ( Girault & Dodd) , Eretmocerus hayati 
Zolnerowich & Rose, Eretmocerus sp., Er. mundus Mercet, Amitus hesperidum Silvertri, or whitefly 
species including four biotypes (B, Q, ZHJ-1, and ZHJ-2) of B. tabaci as well as T. vaporariorum and 
Aleurocanthus spiniferus ( Quaintanca ). Even at the concentration of 7. 812 ng/uL DNA, equal to 
1/1 600 of a whole female adult of En. formosa, the 287 bp DNA fragment could be detected in all 
replicates. The technique developed here would be useful for rapid and precise species identification , 
determination of the host spectrum and more effective utilization of En. formosa. 
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粉 融 是 一 类 体型 微小 的 世界 性 害虫 , 可 和 危害 蔬 ”发生 的 粉 乱 类 害虫 约 有 130 ZR, 1 200 RPF, 对 农 
菜 、 花 开 等 多 种 植物 。 据 黄 建 等 (2000) RE, RE ” 林产 业 造 成 的 损失 难以 估量 。 例如， 烟 粉 恒 
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Bemisia tabaci ( Gennadius ) 是 保护 地 和 露地 蔬菜 、 
花 齐 等 的 主要 害虫 之 一 , 因 其 具有 分 布 范 围 广 ( 除 
南极 洲 以 外 的 各 大 洲 均 有 分 布 )、 人 危害 严重 、 寄 主 
谱 广 泛 、 生 物 型 复杂 、 产 卵 量 大 、 传播 病 毒 种 类 多 、 
抗 药 性 强 、 扩 张 萝 延 速度 快 等 特点 ,而 成 为 世界 各 
国 竭 力 防 控 的 目标 (Brown et al., 1995; Pascual and 
Callejas, 2004; De Barro et al., 2011; 刘 树 生 ， 
2012) , 其 中 B 型 、Q 型 烟 粉 莉 已 成 为 目前 制约 我 
国 蔬 荣 、 花 开 产 业 以 及 纺织 业 和 卷烟 业 发 展 的 重要 
ARS (A RAE, 2006; 高 建 昌 等 , 2011; KRES, 
2011) ; iH ZEE Trialeurodes vaporariorum Westwood 
主要 发 生 在 温室 和 大 棚 ， 除 直接 危害 以 外 , 亦 可 传 
播 多 种 植物 病毒 病 , 对 保护 地 蔬菜 花 开 的 生产 造成 
了 巨大 影响 ( 石 勇 强 等 , 2002; 权 明 顺 等 ,2004 ) 。 
而 近年 来 烟 粉 乱 和 温室 粉 乔 在 我 国 部 分 地 区 的 同 域 
同步 发 生 〈 辐 玉 勇 等 , 2004; 褚 栋 等 ,2007; Zhang 
et al., 2011) 及 其 危害 高 峰 期 的 交替 出 现 , 使 农业 
生产 遭受 的 损失 日 至 严重 。 

通常 , 粉 虱 类 害 忠 的 防治 主要 依 徘 化 学 药剂 或 
释放 天 敌 。 然 而 ,由 于 化 学 农药 的 种 种 兹 端 和 烟 粉 
各 搞 药性 的 快速 发 展 , HARME A E h A E 
和 温室 粉 虱 等 的 一 项 有 力 措 施 。 如 在 美国 德 克 院 斯 
州 南部 地 区 ，Goolsby 等 (1998 ) 通过 接种 释放 发 现 ， 
人 硕 恩 蚜 小 蜂 Encarsia pergandiella Howard 对 烟 粉 乔 
的 田间 寄生 率 可 高 达 94% 。 有 研究 显示 , 蚜 小 蜂 科 
寄生 蜂 是 控制 粉 乱 类 害虫 的 重要 天 敌 类 群 ， 如 恩 蚜 
小 蜂 属 Encarsia 有 336 P, 3E fg "WE JS 
Eretmocerus 有 65 PH, RRA EJE Amitus 有 17 种 ; 
其 中 , 以 烟 粉 融 为 寄主 的 蚜 小 蜂 就 有 4 属 74 种 , 包 
括 恩 蚜 小 蜂 属 寄生 蜂 47 种 , 桨 角 蚜 小 蜂 属 24 种 ， 
Rr Je 2 种 以 及 新 姬 小 蜂 属 Neochrysocharis 1 
种 (Kirk et al., 2000; Naranjo et al., 2004; mim Bs 
等 , 2008 ; © BE, 2010; 王 继 红 等 ,2011 ) 。 
通常 ,是 小 蜂 科 昆虫 个 体 微 小 , 成 虫 体 长 不 足 1 
mm， 而 且 外 部 形态 极为 相似 。 如 丽 蚜 小 蜂 Encarsia 
formosa Gahan 和 淡 黄 恩 蚜 小 蜂 Encarsia luteola 
Howard 仅仅 依据 形态 特征 , 包括 触角 感 硕 数量 、 后 
头 区 颜色 等 , 很 难 进行 准确 区 分 ; mE, 两 种 寄生 
蜂 均 可 寄生 烟 粉 我 和 温室 粉 乱 ,并 可 同 域 同 期 发 生 
(Gerling and Rivnay, 1984; Rivnay and Gerling, 
1987; Schauff and Evans, 1996; Babcock and 
Heraty, 2000) 。 显 然 , 传统 的 形态 学 方法 难以 对 两 
种 寄生 蜂 的 控 害 效 有 果 进 行 客观 评价 ,进而 制约 了 寄 
生性 天 敌 的 有 效 利用 。 


丽 时 小 蜂 是 烟 粉 乱 和 温室 粉 乱 的 主要 寄生 性 天 
政之 一 ( 任 惠 和 芳 等 ，1981; Lopez et al., 2010) F 
1927 年 首次 在 闫 国 发 现 并 用 于 防治 温室 粉 乱 ， 此 
后 , 欧洲 各 国 便 开 始 有 关 利 用 丽 蚜 小 蜂 防 控 温 室 粉 
HLJ (Speyer, 1927; Gould, 1977; Hoddle et al., 
1998) 。 我 国 于 1978 年 由 中 国 农业 科学 院 生 物 防 治 
研究 室 从 天国 引进 丽 蚜 小 蜂 , 之 后 对 该 蜂 的 生物 学 
和 生态 学 习性 及 其 与 寄主 之 间 的 关系 等 进行 了 系列 
人 研究 (Hu et al., 2003; KASS, 2007), 其 商品 化 生 
产 技 术 、 田 间 应 用 方法 及 效 末 评价 模式 等 日 殖 成 熟 
(Van Lenteren et al., 1987; 程 湛 坤 等 ,1989; 张 世 
PESE, 2003), 。 当 温室 粉 莉 种 群 密度 为 0.5 头 / 株 
时 , 每 平方 千 米 释 放 15 万 头 丽 蚜 小 蜂 (分 3 ~4 次 
释放 ) ， 其 防治 效果 可 达 95.4% (RWE, 2011), 
然而 , 丽 蚜 小 蜂 体 型 微小 , 成 虫 体 长 0. 59 ~ 0. 68 
mm( 张 桂 芬 和 付 守 三 ,1989 ) , 与 其 他 常见 的 粉 乔 
类 寄生 蜂 如 浅黄 恩 蚜 小 蜂 Encarsia sophia (Girault & 
Dodd). % R % f t/h Eretmocerus hayati 
Zolnerowich & Rose 等 不 仅 形 态 相 似 、 生 态 位 重 登 ， 
而 且 成 虫 前 的 主要 忠 态 (包括 幼虫 、 肾 ) 均 在 寄主 体 
内 度 过 。 

本 人 研究 针对 丽 蚜 小 蜂 体 型 微小 (成 虫 体 长 约 
0.6 mm) , 难以 与 其 他 同 域 近 缘 种 寄生 蜂 快速 准确 
区 别 的 问题 , 采用 SCAR 标记 技术 研究 其 快速 分 子 
鉴别 技术 , 并 以 与 丽 蚜 小 蜂 同 域 发 生 的 浅黄 恩 蚜 小 
蜂 、 海 氏 次 角 蚜 小 蜂 、 蒙 氏 桨 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus 
mundus Mercet 等 常见 粉 融 寄生 蜂 及 其 寄主 烟 粉 虱 、 
温室 粉 乔 等 为 对 象 进 行 SCAR 标记 的 种 特异 性 检 
验 ， 以 梯度 稀释 的 成 虫 DNA 和 不 同 虫 态 的 DNA 为 
模板 进行 灵敏 性 检验 , 人 研究 结 采 为 丽 蚜 小 蜂 的 快速 
检测 与 准确 识别 提供 了 技术 保障 ,为 丽 是 小 蜂 的 合 
理 利用 提供 了 依据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 供 试 昆虫 

丽 蚜 小 蜂 由 北京 市 农林 科学 院 植 物 保护 环境 保 
护 研 究 所 提供 ; 浅黄 恩 蚜 小 蜂 和 海 氏 桨 角 蚜 小 蜂 分 
别 饲 养 于 中 国 农业 科学 院 廊坊 科研 中 试 基 地 入 侵 生 
物 研 究 室 养 虫 室 (温度 26 +2%C， 相对 湿度 55% + 
5% , 光 周 期 14L: 10D) ,寄主 为 饲养 在 番茄 植株 上 
的 B 型 烟 粉 乱 。 其 他 寄生 蜂 种 类 , 包括 : 本 地 未 知 
种 浆 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus sp. | 属 名 通过 将 其 COI 


( mitochondrial cytochrome oxidase subunit I, 线粒体 
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细胞 色素 氧化 酶 T) 碱 基 序列 与 NCBI ( National 
Center for Biotechnology Information ) 中 已 知 序列 的 比 
对 分 析 确 定 ,种 名 待定 ], 采 目 中 国 农 业 科 学 院 院 
内 花园 以 及 廊坊 科研 中 试 基地 , 寄主 为 B 型 或 Q 型 
烟 粉 乱 ， 寄 主 植物 为 牵 牛 花 、 棉 花 、 回 日 缆 或 苑 耳 ; 
刺 粉 乱 黑 蜂 Amitus hesperidum Silvertri 由 美国 农业 
部 (USDA) 动 植物 卫生 检验 局 (APHIS ) Gregory A. 
Evans 博士 鉴定 , 采 目 漳 北 省 宜 都 市 ,寄主 为 黑 刺 
XS M Aleurocanthus spiniferus ( Quaintanca) , % 3: JH 
物 为 柑橘 ; 蒙 氏 桨 角 是 小 蜂 由 以 色 列 特拉维夫 大 学 
的 Dan Cerling 教授 鉴定 并 赠送 。 

B 型 、Q 型 、ZHJ-1 型 、ZHJ-2 型 烟 粉 乱 以 及 温 
室 粉 乱 分 别 饲 养 于 中 国 农 业 科 学 院 植 物 保护 研究 所 
南 区 控 温 温室 (温度 25 + SC ， 相 对 湿度 60% + 
10%, 自然 光照 ) , 寄主 植物 均 为 盔 谢 ; 每 2 个 月 以 
COL 基因 序列 分 析 技 术 ( 罗 晨 等 ,2002 ) 鉴定 烟 粉 虱 
生物 型 1 次 。 黑 刺 粉 乔 采 上 自 湖 南 省 郴州 市 北湖 区 和 平 
塘 镇 ,寄主 植物 为 柑橘 。 
1.2 DNA 提取 

ER DNA 的 提取 参照 孟 祥 钦 等 (2010) 的 方法 
并 稍 加 改进 。 将 单 头 寄生 蜂 或 粉 乔 成 虫 置 于 滴 有 
20 uL 提取 缓冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L 
EDTA, 1% SDS, 20 mmol/L NaCl, pH 8.0) 的 
parafilm 膜 上 ， 以 PCR JI BTE N 2J 3 ss 26 2] DT 
E, 匀 浆 液 移入 1.5 mL 离心 管 ; 然后 以 200 uL 组 
冲 液 分 2 次 冲洗 匀 浆 带 、 合并 混 匀 ; 加 入 5 uL AE 
酶 K (20 mg[mL)， 充 分 混 义 后 于 60Y 水 浴 1h 
(中 途 混 匀 工 次 ) ; 然后 沸水 浴 S min, 加 入 220 pL 
AUFRIE (v: v =24: 1), RRIA, 冰 浴 30 
min; 然后 于 4% 12 000 r/min 离心 20 min, 取 上 清 
W, 加 入 440 pL 预 冷 无 水 乙醇 ， 轻柔 混 匀 后 于 
-30C 放置 30 min; 4% 12 000 r/min 离心 15 min, 
小 心 弃 去 上 清 液 。 加 入 500 pL 预 冷 75% 乙醇 洗 
i&, 4C 12 000 r/min 离心 15 min, 小 心 弃 去 上 清 
液 ; 然后 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 , 上 自然 干燥 20 
min。 每 管 加 入 20 pL 超 纯 水 ,充分 溶解 后 于 
-30C 保存 备用 。 
1.3 RAPD-PCR 扩 增 引物 、 扩 增 条 件 及 扩 增 产物 
检测 

根据 本 实验 室 以 往 的 经 验 和 电泳 谱 带 的 多 态 性 
程度 ， 选 取 适 宜 的 随机 引物 5 条 : H16 (5'"- 
TCTCAGCTGG-3'), H9 ( 5'-TGTAGCTGGG-3') 、 
F12 (5'-ACGGTACCAG-3') , F2 (5'-GAGGATCCCT- 
3') (De Barro and Driver, 1997) 以 及 A10 (5'- 


GTGATCGCAG-3') (Xu et al., 1993) 。 然 后 分 别 采 
HERS 条 随机 引物 (上 海 生 工 生物 工程 有 限 公司 
协助 合成 ) ,以 丽 蚜 小 蜂 以 及 其 他 5 种 ( 即 浅黄 恩 虹 
小 蜂 、 海 氏 浆 角 和 是 小 蜂 、 蒙 氏 桨 角 蚜 小 蜂 、 本 地 未 
知 种 桨 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus sp., Ji SUR EE ) A IL 
粉 乔 类 害虫 寄生 蜂 的 DNA 为 模板 , 进行 PCR 9238. 

反应 体系 为 20 uL, 其 中 超 纯 水 13.4 uL, 10 x 
缓冲 液 2.0 uL, 10 mmol/L dNTPs 0.4 uL, 5 U/uL 
Taq 聚合 酶 0.2 uL, 20 ng/uL 随机 引物 2.0 ML、 TR 
板 DNA 2.0 nkL。 扩 增 程序 为 : 95%C 预 变性 5 min; 
40 个 循环 : 94C 1 min, 36% 1 min, 72C 2 min; 最 
后 72%C 延伸 10 min。 扩 增 反 应 在 ABI-9700 PCR 基 
扩 增 仪 上 运行 。 

取 4 uL PCR 扩 增 产物 与 1 uL 10 x loading 
buffer 混合 后 , Æ 1.5% APERE LI 90 V 电泳 
4 EP 1 h, 然后 以 Gel-Doc " XR + 型 凝 胶 成 像 系统 
( Bio-Rad Laboratories) 分 析 电 泳 结 果 。 

1.4 特征 序列 扩 增 区 域 ( SCAR ) 标记 分 析 

根据 电泳 检测 结果 ,选择 丽 蚜 小 蜂 特 有 的 厂 段 
进行 切 胶 回收 DNA [天 根 生化 科技 (北京 ) 有 限 公 
HJ], DNA 纯化 后 以 电泳 检测 回收 效果 ; 然后 将 回 
收 后 的 纯化 产物 与 pEASY-T, 载体 连 接 、 感 受 态 细 
胞 转化 , 挑 取 阳性 元 隆 进行 测序 (北京 三 博 远 志 
物 撤 术 有 限 责 任 公 司 协助 完成 ); 根据 测序 结果 设 
计 丽 虹 小 蜂 特 征 卢 段 扩 增 引物 1 对 EFZZF/EFZZR 
(上 游 引 物 EFZZF 的 碱 基 序 列 为 : 5 
AATCGTCGTGTCAGGGAG-3', 下 游 引 物 EFZZR 的 
碱 基 序列 为 : 5'-GCCGTGGCGTITAGTATG3') (上 
海 生 工 生物 工程 有 限 公司 协助 合成 ) ; 然后 根据 所 
扩 增 的 目的 厂 段 检验 SCAR 引物 的 特异 性 。PCR 反 
应 体系 为 20 uL, 其 中 超 纯 水 13.1 uL, 10 x buffer 
2.0 uL, 10 mmol/L dNTPs 1. 6 uL, 2. 5 mmol/L 
MgCl, 1. 2 uL, 5 U/uL Taq 聚合 酶 0. 1 uL, 10 
pmol/L 上 游 引 物 和 下 游 引 物 各 0.5 uL. Eit DNA 
1 pL。 扩 增 程 序 为 : 94% 预 变性 5 min; 30 个 循环 : 
94*C 30 s, 58 30 s, 72% 50 s; 最 后 72% 延伸 
5 min。 扩 增 反 应 在 ABI-9700 PCR 基因 扩 增 仪 上 运 
行 。 扩 增产 物 的 检测 方法 同 1.3, 

1.5 丽 蚜 小 蜂 SCAR 引物 的 种 特异 性 检验 

以 浅黄 恩师 小 蜂 、 海 氏 桨 角 明 小 蜂 、 本 地 未 知 
种 桨 角 蚜 小 蜂 Eretmocerus sp., RRAIN, H 
ise, BG. Q3. ZHJ-I 型 、ZHJ-2 型 烟 粉 乱 ， 
以 及 温室 粉 乱 和 黑 刺 粉 乔 等 的 DNA 为 模板 ， 以 丽 
是 小 蜂 为 阳性 对 照 , 检验 丽 蚜 小 蜂 SCAR 引物 
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EFZZF/EFZZR 的 种 特异 性 。 
10 3k, 
1.6 MIFE SCAR 引物 的 灵敏 度 检验 

以 雌性 成 虫 ( 单 头 ) 以 及 不 同 虫 态 [ 肾 、3 龄 幼 
ERBER ) 和 卵 ( 单 粒 ) ] 的 丽 蚜 小 蜂 DNA 以 及 2 fit 
递减 梯度 稀释 (125, 62.5, 31.25, 15. 625, 7. 812, 
3.906, 1. 953, 0. 976 和 0. 488 ng/nL， 相 当 于 
1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1 600, 1/3 200, 
1/6 400, 1/12 800 fI 1/25 600 头 肉 性 成 虫 ) 的 DNA 
为 模板 ,进行 灵敏 性 检验 , 每 一 虫 态 、 每 一 系列 梯 
度 分 别 检测 10 头 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 RAPD-PCR 随机 扩 增 及 SCAR 标记 分 析 

以 丽 蚜 小 蜂 及 其 他 5 种 稼 见 的 粉 剧 类 寄生 蜂 
DNA 和 不 同 生物 型 烟 粉 乱 的 DNA. 为 模板 ， 以 随机 
引物 H16, H9, F12, F2 和 A10 分 别 进行 扩 增 。 电 
泳 检测 结 采 表明 ,随机 引物 A10 的 特异 性 比较 强 、 
电泳 谱 市 丰富 且 多 态 性 水 平 较 高 , 能 扩 增 出 一 条 丽 
蚜 小 蜂 特 有 的 条 带 ( 图 1)。 将 该 特异 性 条 市 切 胶 、 
回收 纯化 ,并 对 纯化 产物 进行 电泳 检测 。 然 后 将 回 
收 产 物 与 pEASY-T, 载体 连接 和 感受 态 细胞 转化 ， 
X nbus EAD, 挑 取 日 斑 阔 落 过 夜 培养 后 ,进行 


每 一 种 类 分 别 检 测 


PCR 鉴定 ; 然后 将 分 子 量 大 小 与 预期 结果 一 致 的 阳 
性 菌落 进行 测序 。 测 序 结果 表明 该 片段 长 916 bp 
(GenBank 登录 号 : JX531620) , 为 基因 组 DNA 中 
的 随机 克隆 片段 。 根 据 测 序 结果 设计 SCAR 引物 1 
对 (EFZZF/EFZZR), 其 扩 增 片段 大 小 为 287 bp, 
2.2 丽 蚜 小 蜂 SCAR 引物 的 种 特异 性 检验 

以 丽 蚜 小 蜂 及 其 他 粉 融 寄生 蜂 的 DNA. 以 及 不 
同 生 物 型 的 烟 粉 乱 及 温室 粉 乱 和 黑 刺 粉 乱 等 的 
DNA 为 模板 ， 以 所 设计 的 特异 性 SCAR 引物 
EFZZF/EFZZR 进行 PCR 扩 增 , 电泳 检测 结果 显示 ， 
该 引物 只 对 丽 蚜 小 蜂 具 有 扩 增 效果 ,对 其 他 种 类 的 
寄生 蜂 以 及 粉 虱 不 具有 扩 增 能 力 ， 表明 该 引物 为 丽 
蚜 小 蜂 特 异性 引物 (图 2)。 
2.3 WME SCAR 引物 的 灵敏 度 检验 

VA AS f] B S i ^ NER DNA 为 模板 , 以 SCAR 
引物 EFZZF/EFZZR 进行 PCR 235, My zi E 
示 ， 雌 性 成 虫 、 单 粒 卵 、 单 头 3 龄 幼虫 和 师 中 都 能 
稳定 地 扩 增 出 287 bp 的 特异 性 片段 (图 3: A)。 将 
DNA 模板 以 2 倍 递减 梯度 进行 稀释 后 检测 , 结果 显 
zh, 当 DNA 浓度 稀释 为 7. 812 ng/uL (相当 于 
1/1 600 头 内 性 成 虫 ) 时 , 依然 可 以 有 效 地 扩 增 出 特 
异性 的 训 标 片段 (图 3: B), 表明 该 对 引物 具有 和 较 
高 的 灵敏 性 。 





图 1 随机 引物 A10 对 丽 蚜 小 蜂 及 5 种 常见 粉 融 类 害虫 寄生 蜂 和 4 种 不 同 生物 型 烟 粉 乔 的 扩 增 绪 采 


Fig. 1 


RAPD profiles of Encarsia formosa and five other species of parasitoids and four biotypes of 


Bemisia tabaci using random primer A10 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1; 浅黄 恩 蚜 小 蜂 En. sophia; 2: 丽 蚜 小 蜂 En. formosa; 3: WRAN Eretmocerus hayati; 4: 本 地 未 知 
Pr fA Eretmocerus sp.; 5: ARAIN Er. mundus; 6: 刺 粉 乱 黑 蜂 Amitus hesperidum; 7: B 型 烟 粉 乱 B biotype of B. tabaci; 8; Q 型 
烟 粉 乱 Q biotype of B. tabaci; 9: ZHJ-1 型 烟 粉 乱 ZHJ-1 biotype of B. tabaci; 10; ZHJ-2 型 烟 粉 乱 ZHJ-2 biotype of B. tabaci; 11: 阴性 对 照 ( 水 ) 
Negative control (ultra pure water). 箭头 所 示 为 丽 蚜 小 蜂 的 特异 性 条 带 The arrow indicates the specific fragment of E. formosa. 


1390 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 55 Xr 


bp 


5000 — 
3000 
2000 


1000 
750 
500 


250 
100 





图 2 SCAR 引物 EFZZF/EFZZR 的 种 特异 性 检验 
Fig. 2 Amplification pattern of genomic DNA using SCAR primers EFZZF/EFZZR 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: 丽 蚜 小 蜂 Encarsia formosa; 2: 浅黄 恩师 小 蜂 En. sophia; 3; 海 氏 浆 角 是 小 蜂 Eretmocerus hayati; 4; 本 地 
RAP EAEE Eretmocerus sp.; 5: Be IK IE fg] ve Er. mundus; 6: 刺 粉 乱 黑 蜂 Aleurocanthus spiniferus; 7; B 型 烟 粉 乱 B biotype of Bemisia 
tabaci; 8; Q 型 烟 粉 乱 Q biotype of B. tabaci; 9: ZHJ-1 型 烟 粉 乱 ZHJ-1 biotype of B. tabaci; 10; ZHJ-2 型 烟 粉 乱 ZHJ-2 biotype of B. tabaci; 11: 
温室 粉 乱 Trialeurodes vaporariorum; 12; WRIA Aleurocanthus spiniferus; 13: 阴性 对 照 ( 水 ) Negative control (ultra pure water). 





图 3 SCAR 引物 EFZZF/EFZZR 对 丽 是 小 蜂 DNA 模板 灵敏 度 检测 
Fig. 3 Amplification pattern of Encarsia formosa DNA using SCAR primers EFZZF/EFZZR 

A: A [n] HS Different developmental stages. M; DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1: 雌性 成 虫 Female adult; 2; "jf Pupa; 3: 3 龄 幼虫 3rd instar 
larva; 4; Hr BB A single egg; 5: 阴性 对 照 ( 水 ) Negative control (ultra pure water). B: 不 同 稀 释 倍 数 的 模板 DNA Different dilutions of template 
DNA. M: DNA 分 子 量 标准 DNA marker; 1 -9: 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.906, 1.953, 0.976, 0.488 ng/uL DNA, 相当 于 1/100, 
1/200, 1/400, 1/800, 1/1 600, 1/3 200, 1/6 400, 1/12 800 和 1/25 600 头 雌 性 成 虫 Dilutions of 125, 62. 5, 31. 25, 15. 625, 7.812, 3. 906, 
1.953, 0.976, 0.488 ng/uL DNA, equal to 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1 600, 1/3 200, 1/6 400, 1/12 800 and 1/25 600 of a whole female 
adult of En. formosa, respectively; 10; 阴性 对 照 ( 水 ) Negative control (ultra pure water). 


长 度 多 态 性 ) 技术 成 功 地 区 分 了 丽 蚜 小 蜂 的 
3 讨论 Beltsville 品系 和 Kopoert 品系 。AFLP 技术 具有 快 
束 、 经 济 人 简便 、 重 复 性 好 、 绪 果 可 靠 、 信息 含量 高 


随 腹 生物 技术 的 发 展 ， 以 分 子 标记 技术 进行 昆 等 优点 。 然 而 , 该 技术 操作 复杂 , 需要 使 用 放射 性 


忠 学 研究 的 优势 日 益 凸 显 , 并 已 广泛 应 用 于 寄生 性 
天 敌 昆虫 , 尤其 是 蚜 小 蜂 科 的 种 类 鉴定 、 系 统 发 育 
学 研究 以 及 种 群 遗传 结构 分 析 等 ( 吨 宝 利 等 ， 

2005; 周志 湘 等 , 2009 ) 。 如 盖 宇 (1999 ) 运 用 AFLP 
(amplified fragment length polymorphism, 扩 增 片段 


同位 素 , 且 对 模版 DNA 的 质量 要 求 较 高 ; 此 外 , 与 
RAPD 标记 技术 一 样 ，AFLP 技术 亦 为 显 性 标记 技 
N, 不 能 更 好 地 俩 算 种 群 遗 传 的 变异 , 对 种 群 遗 传 
结构 的 分 析 不 能 提供 更 多 的 统计 信息 。 而 在 RAPD 
技术 基础 上 发 展 起 来 的 SCAR 标记 技术 为 共 显 性 标 
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ii, 等 检 DNA 间 的 差异 可 直接 通过 有 无 扩 增 产物 
来 显示 ( 张 民 照 和 康乐 , 2002) 。Monti 等 (2005 ) 以 
COI Æ A 7j $E bk, i5 Hj PCR-RFLP ( restriction 
fragment length polymorphism, ， 限 制 性 片段 长 度 多 态 
性 ) 技术 对 恩 蚜 小 蜂 属 进行 了 种 类 识别 研究 , 结果 
显示 , 浅黄 恩 蚜 小 蜂 的 巴基斯坦 种 群 和 西班牙 种 群 
为 隐 存 种 。De Barro 等 (2000) 通 过 将 核糖 体 基因 的 
28S 区 段 、ITS ( internal transcribed spacer, 基因 转录 
间隔 区 ) 区 段 以 及 线粒体 CO [基因 与 外 部 形态 相 
结合 , 证 实 澳大利亚 的 染 角 蚜 小 蜂 属 存在 3 个 种 。 
此 外 , 分 子 标记 技术 在 寄生 性 天 敌人 研究 与 应 用 中 的 
尺 一 贡献 就 是 对 天 敌 控 害 作 用 的 评价 。 如 Zhu 等 
(2000) WR T K Æ y / $ Aphelinus hordei 
Kurdjumov AURI E& 945 /|v& Aphelinus colemani Viereck 
对 蚜虫 的 寄生 效果 , 结果 显示 ,， M2 种 寄生 蜂 同 时 
寄生 麦 双 尾 蚜 Diuraphis noxia ( Mordvilko) 时 , 24 h 
后 即 可 在 蚜虫 体内 检测 到 寄生 蜂 的 DNA。Prinsloo 
等 (2002 ) 运用 ITS-2 和 mtDNA 16S rDNA 等 标记 技 
术 对 采 自 田间 的 蚜虫 体内 寄生 蜂 的 种 类 进行 了 鉴 
XE. 结果 显示 ，94% 以 上 的 个 体 被 大 麦 蚜 小 蜂 
寄生 。 

本 研究 采用 SCAR 标记 技术 , 根据 丽 蚜 小 蜂 的 
寺 异 性 片段 及 其 碱 基 序列 , 设计 其 特异 性 引物 
EFZZF/EFZZR, ,并 进行 种 特异 性 及 灵敏 性 检验 ， 结 
果 表 明 , 该 引物 只 对 丽 蚜 小 蜂 具 有 扩 增 效果 ,对 浅 
黄 恩 蚜 小 蜂 、 海 氏 染 角 蚜 小 蜂 、 本 地 未 知 种 桨 角 蚜 
小 蜂 Eretmocerus sp., RRA E] NE. RID BUR EE 
等 ， 以 及 不 同 生 物 型 (B 型 、Q 39. ZHJ-1 型 和 ZHJ- 
2 型 ) 的 烟 粉 束 、 温室 粉刺 和 黑 刺 粉 虱 等 都 没有 扩 
增 能 力 。 进 一 步 的 灵敏 性 检测 实验 结果 显示 , 该 对 
引物 EFZZFAEFZZR 不 仅 对 成 虫 以 及 单 头 3 龄 幼虫 
和 肾 具 有 扩 增 能 力 ， 当 以 单 粒 卵 的 DNA. 作为 模板 
时 , 依然 可 扩 增 出 清晰 的 靶 标 片段 ; 其 最 低 检测 国 
值 为 7.812 ng/uL (相当 于 171 600 头 具 性 成 虫 ) 。 
同时 , 数据 库 同 源 性 比 对 结果 显示 , 没有 任何 一 种 
其 他 种 类 的 寄生 蜂 或 昆虫 的 基因 组 DNA 序列 与 丽 
是 小 蜂 特 有 的 287 bp 卢 段 一 致 ， 进 而 表明 ， 该 
SCAR 标记 技术 完全 可 以 用 于 丽 蚜 小 蜂 的 种 类 识 
别 、 寄 主 谱 短 选 及 其 有 效 利 用 。 然 而 , h FAME 
科 昆 虫 种 类 较 多 , 有 许多 种 类 本 研究 未 曾 涉及 ， 
此 该 对 SCAR 引物 的 特异 性 有 竺 进一步 测定 。 
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